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ABSTRAKT 
 
 
Jednou z klíčových funkcí oxidu dusnatého (NO) v lidském těle je vazodilatace. 
Trinitroglycerol (GTN) a další dobře známe donory NO nesoucí skupinu >C=N-OH byly 
testovány pro možnou přeměnu na NO (respektive dusitany) pomocí diaforasy (DP) a 
lipoamiddehydrogenasy (LAD). Oba enzymy, DP i LAD, nebyly schopné přeměnit Nω-
hydroxy-L-arginine (L-NOHA). Ačkoliv se superoxidoý anion (SOD) podílí v různé míře 
na přeměně donorů (formaldoximu (FAL), acetaldoximu (AO), nitroprusidu (NP), S-
nitrosoglutathionu (SNOG), S-nitroso-N-acetylpenicilaminu (SNAP) a hydroxylaminu 
(HA)), vznikající reaktivní produkt, peroxid vodíku, nemá na tyto reakce vliv. Pro 
porovnávání jednotlivých reakcí DP a LAD s donory NO je důležité přihlédnout 
k poměru vynikajících dusitanů a dusičnanů. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
 
One of the key functions of nitric oxide (NO) in human is to dilate blood vessels. 
Glycerol trinitrate (GTN) and other well-known NO donors together with those bearing a 
>C=N-OH group were tested for possible conversion to NO (or nitrites, respectively) by 
diaphorase (DP) and lipoamide dehydrogenase (LAD). Both, DP and LAD, were unable 
to convert Nω-hydroxy-L-arginine (L-NOHA). Although superoxide anion (SOD) 
participates to a varying extent in the conversion of donors (formaldoxime (FAL), 
acetaldoxime (AO), nitroprusside (NP), S-nitrosoglutathione (SNOG), S-nitroso-N-
acetylpenicillamine (SNAP) and hydroxylamine (HA)), its reactive product, hydrogen 
peroxide, had no effect on the conversion of these donors. The ratio of formed 
nitrite/nitrate is important for comparison of the reactions catalyzed by DP and LAD with 
NO donors. 
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1. Úvod 
1.1 Oxid dusnatý 
 
Oxid dusnatý (NO) je jedna z nejmenších a nejjednodušších biologicky aktivních 
molekul v přírodě. Je jednou z nejrozšířenějších signálních molekul hrající důležitou roli 
v regulaci téměř všech buněčných a orgánových funkcí v těle savců. NO je jedinou 
endogenní molekulou, která má zároveň funkci neurotransmiteru, konstitutivního 
mediátoru, indukovatelného mediátoru, cytoprotektivní a cytotoxické molekuly. Protože 
hraje rozmanité fyziologické role v regulaci mnoha rozličných orgánových funkcí, 
defekty ve vzniku NO vedou k rozvoji mnoha různých patofyziologických stavů.1 
NO byl až donedávna považován pouze za dráždivý atmosférický polutant. V roce 
1986 navrhli současně Furchgott a Ignarro2,3, že endoteliální relaxační faktor (EDRF – 
endothelium-derived relaxing factor) může být NO. Počáteční důkaz pro tento návrh byl 
získán ve Furchgottových studiích charakteristik přechodného uvolnění králičí aorty 
vyvolané faktorem vznikajícím okyselením roztoku dusitanu sodného. Relaxační efekt 
NO byl blokovaný hemoglobinem, který se váže na molekulu NO4,5, a superoxidovými 
ionty. Relaxační efekt byl zřetelně zesílený superoxiddismutázou (SOD). Tyto 
charakteristiky se silně podobaly vlastnostem EDRF, známým několik let. Ignarro také 
navrhl, že by EDRF mohl být NO nebo blízce příbuzný nestabilní radikál, protože EDRF 
a NO vykazovaly stejné vlastnosti. V následujícím roce bylo potvrzeno, že EDRF je 
NO.6,7 Bylo zjištěno, že NO aktivuje rozpustnou guanylátcyklasu (sGC) a vzrůst 
cyklického GMP (cGMP) je spojený s vazorelaxací.8,9,10,11 
Hlavní doposud objevená biosyntetická cesta vzniku NO v savčích tkáních je 
oxidace L-argininu na citrulin a NO.12 NO však může v organismu vznikat i z dalších 
vazorelaxačních látek samovolně nebo reakcemi katalyzovanými jinými enzymy než 
NOS.13 Také meziprodukt přeměny reakce L-argininu na citrulin, NG-hydroxy-L-arginin 
(L-NOHA), může být metabolizován na NO vedle NOsyntasou (NOS) i pomocí systému 
cyt P-450.14,15 Podobně mohou být na NO přeměňovány systémem cyt P-450 i jiné látky 
nesoucí skupinu 〉C=N–OH, např. oximy.16 Předpokládá se, že vedle systému cyt P-450 
mohou být některé donory NO metabolizovány na NO doposud nespecifikovanými 
oxidoreduktasami závislými na  NAD+/NADP+.17,18,19 Jako takové oxidoreduktasy byla 
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zkoušena NAD(P)H-dependentní diaforasa (DP), lipoamiddehydrogenasa z vepřového 
srdce (LADh) a lipoamiddehydrogenasa z hovězího střeva (LADi).20,21  
 
1.2 Vlastnosti NO 
  
NO je nestabilní radikálová molekula s nepárovým elektronem, která může ve 
fyziologickém prostředí vytvářet různé redoxní formy – nitrosonium22 NO+ a nitroxylový 
aniont23 NO-, což přispívá k rozmanitosti biologických dějů ovlivnitelných NO24. Díky 
hydrofobicitě má NO vysokou difúzní schopnost v biologických systémech a může tak 
snadno pronikat buněčnými membránami. 
Biologický poločas NO se pohybuje od 4 do 50 s.25 NO rychle reaguje se 
superoxidovým aniontem (O2-) za vzniku neaktivního peroxynitritu (ONOO-)26,27, 
superoxiddismutasa (SOD) pak přeměnou O2- na peroxid vodíku chrání NO před 
rozkladem28,29. V aerobním vodném prostředí i ve fyziologických podmínkách se NO 
rychle oxiduje na dusitany a v menším množství na dusičnany.30 NO také reaguje ochotně 
s hemovým i nehemovým železem31,32, thioly33, aminy34, hydroxylaminem35, NG-
hydroxy-L-argininem36 (L-NOHA) a mnoha dalšími látkami. 
 
 
1.3 Mechanismus působení NO 
 
NO působí na různé cílové molekuly, včetně nízkomolekulárních látek i 
makromolekul. Základním mechanismem působení NO je aktivace sGC nitrosací jejího 
hemu.37 Tento mechanismus je důležitý zejména v buňkách hladkého cévního svalu, kde 
takto stimulovaný vzrůst cGMP vede k vazodilataci.38,39  
NO přímo aktivuje některé G-proteiny zvýšením GTPasové aktivity40 a může 
reagovat a inaktivovat i ribonukleotidreduktázu, enzym katalyzující syntézu 
deoxyribonukleotidů, a tak inhibovat syntézu DNA a buněčnou proliferaci41,42,43,44. 
 1.4 Biosyntéza NO
 
NO vzniká přem
NOsyntasou46. NOS je oxidoreduktasa s
cytochromů P450. Syntéza NO je u
NOS.47 Ačkoliv se tyto izoformy mohou lišit v
reakce je stejná. Jde o oxidaci L
redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát (NADPH) a vystupují L
jako produkty této oxidace (obr. 
flavinadenindinukleotid (FAD) a flavinmononukleotid  (FMN). Všechny izoformy NOS 
také obsahují tetrahydrobiopterin (BH
 
 
 
Obr. 1.1 Celková reakce vzniku NO katalyz
Elektrony (e-) poskytované NADPH jsou p
enzymu FAD a FMN redoxními p
s hemovým železem a BH4
citrulin a NO. Elektronový tok p
isoenzymů přítomnost vazby Ca
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ěnou L-argininu na L-citrulin45 za katalýzy enzymem 
 E.C.1.14.13.39, která náleží k
 savců zprostředkovaná nejméně
 expresi a regulaci, celková katalyzovaná 
-argininu, do které vstupují molekulární kyslík a 
1.1). Jako přenašeče elektronů v řetězci jsou požadovány 
4) a hem.48,49 
ované NOS a kofaktory NOS
řenášeny přes reduktasovou oblast 
řenašeči do oxygenasové oblasti, kde interagují 
 v aktivním místě katalýzy reakce kyslíku s L
řes reduktasovou oblast vyžaduje v
2+/kalmodulin.50 
 superrodině 
 třemi izoformami 
-citrulin a NO 
 
 
-argininem, vzniká 
 případě některých 
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NO vzniká z L-argininu dvoustupňovou reakcí se stabilním meziproduktem N-
hydroxy-L-argininem (L-NOHA), obě reakce jsou monooxygenasové (obr. 1.2). První 
krok je N-hydroxylace jednoho ze dvou ekvivalentních guanidinových dusíků z L-
argininu. Druhý krok je tříelektronová oxidace meziproduktu L-NOHA, která zahrnuje 
oxidační štěpení vazby C=N-OH za vzniku NO a L-citrulinu.51 
Obr. 1.2 Reakční mechanismus vzniku NO z L-argininu za katalýzy NOS 
 
 
1.4.1 NOS 
 
Jsou známy tři hlavní izoformy, které se od sebe odlišují sekvencí aminokyselin 
v proteinové části a mechanismem regulace jejich aktivity. Existují neuronová nNOS52, 
inducibilní iNOS53 a endoteliální eNOS54. Dvě jsou konstitutivní (nNOS a eNOS), 
regulované Ca2+/kalmodulinovým systémem, a jedna inducibilní (iNOS), regulovaná na 
úrovni transkripce. nNOS se vyskytuje v některých centrálních a periferních neuronech a 
buňkách epitelu cévního hladkého svalu, iNOS se vyskytuje v makrofágách, epitelu, 
endotelu a hepatocytech a eNOS v cévním, plicním a renálním endotelu. Schéma syntézy 
NO jednotlivými izoformami je na obr. 1.3, str. 9. 
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Obr. 1.3 Syntéza NO známými izoformami NOS: a) eNOS v cévních endoteliálních 
buňkách stimulovaná acetylcholinem, b) nNOS v neuronovém dendritu stimulovaná 
glutamátem, c) iNOS v makrofágu stimulovaná indukcí mRNA cytokinem55 
 
 
1.5 Alternativní cesty biosyntézy 
 
Kromě přeměny L-NOHA na NO a L-citrulin byly navrženy ještě další cesty 
tvorby NO z L-NOHA. Jako potenciální vazorelaxant byl navržen např. hydroxylamin a 
také byla navržena nová metabolická cesta vzniku NO z L-argininu s hydroxylaminem 
jako meziproduktem.56,57 
Existuje také skupina látek, tzv. vazodilatátorů, které uvolňují NO bez přeměny 
pomocí NOS. Tyto sloučeniny jsou používány jako terapeutické látky nebo 
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farmakologické nástroje ke zkoumání působení NO v kardiovaskulární fyziologii a 
patofyziologii. K terapeutickým účelům se u plicních cévních chorob využívá i plynný 
NO. 
 
 
1.5.1 NO donory 
 
NO donory jsou farmakologicky aktivní látky, které spontánně nebo metabolizací 
uvolňují NO nebo jeho redoxní formy.58 Některé z těchto látek byly nebo jsou používány 
v klinické praxi, např. nitroglycerin (GTN) a nitroprusid sodný (NP). 
Mezi sloučeniny, které jsou schopné generovat NO in situ patří organické 
dusičnany (např. GTN), organické dusitany (např. isoamylnitrit), anorganické 
nitrosloučeniny (např. NP), sydnoniminy (např. molsidomin (SIN-1)) a S-nitrosothioly 
(např. S-nitrosoglutathion (SNOG), S-nitrosopenicilamin (SNAP)).58 
a)   b)  
c)  d)  
Obr. 1.4 Struktura: a) GTN, b) NP , c) SNOG, d) SNAP.59 
 
Vedle konvenčně používaných NO donorů existují i další látky, které mají 
schopnost uvolňovat NO. Mezi tyto látky patří oximy (aldoximy, ketoximy, amidoximy), 
deriváty kyseliny hydroxamové, hydroxylamin a jeho deriváty. 
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Obr. 1.5 Struktura aldoximu (vlevo) a hydroxylaminu (vpravo).59 
 
 
1.5.2 Enzymy 
 
Kromě systému cytochromu P-450 jsou některé NO donory přeměňovány na NO 
také prostřednictvím mitochondriální aldehyddehydrogenasy60 (mtALDH) a dosud 
nespecifikovaných oxidoreduktas závislých na NAD+/NADP+.17,18,19. Jedním z takových 
enzymů je diaforasa (DP) z Clostridium kluyveri a lipoamiddehydrogenasa (LAD).  
 
1.5.2.1 Diaforasa 
 
DP z anaerobní bakterie Clostridium kluyveri je 24 kDa flavoenzym, který 
obsahuje 1 mol FMN na 1 mol enzymu.61 DP je v přítomnosti koenzymů NADH nebo 
NADPH jako donorů elektronů schopna převést některé vazorelaxanty na dusitany a 
dusičnany s NO jako meziproduktem. Meziprodukt reakce byl potvrzen elektronovou 
paramagnetickou rezonanční spektroskopií (EPR).62  
 
1.5.2.2 Lipoamiddehydrogenasa 
 
LAD je součástí mitochondriálního multienzymového komplexu, ve kterém je 
kofaktorem kyselina lipoová63 a který katalyzuje např. oxidaci pyruvátu a α-
ketoglutarátu64. LAD má vedle lipoamiddehydrogenasové aktivity i diaforasovou 
aktivitu. Tato aktivita se zachovává i při částečné denaturaci LAD.65 Bylo prokázáno, že 
mtALDH katalyzuje redukci GTN na 1,2-dinitroglycerol a dusitan.60 
LAD z vepřového srdce obsahuje dva podobné polypeptidové řetězce a dvě 
molekuly pevně vázaného FAD. Jeho relativní molekulová hmotnost se pohybuje mezi 
100 000 a 114 000.66 
 
 12 
1.5.2.3 Superoxiddismutasa 
 
SOD katalyzuje dismutaci superoxidového aniontu na peroxid vodíku, to je 
kriticky důležité při buněčné obraně proti toxickým efektům radikálů kyslíku. SOD tím 
podporuje účinky NO.26 SOD také potlačuje apoptózu kultur krysích vaječníkových 
folikulů, nervových buněčných linií a transgenních myší.67,68 
 
1.5.2.4 Katalasa 
 
Katalasa patří mezi oxidoreduktasy, katalyzuje rozklad peroxidu vodíku na kyslík 
a vodu. Byla nalezena téměř ve všech aerobních buňkách a je částečně odpovědná za 
ochranu buněk před toxickými účinky peroxidu vodíku. Savčí kataláza se vyskytuje jako 
komplex čtyř identických podjednotek. Každá podjednotka má molekulovou hmotnost 
přibližně 60 kDa a obsahuje prostetickou skupinu hem s Fe3+. V savcích se katalasa 
nejvíce vyskytuje v játrech, ledvinách a erytrocytech, nejméně v pojivových tkáních.69 
 
1.5.2.5 Nitrátreduktasa 
 
NR katalyzuje NAD(P)H redukci dusičnanů na dusitany. Slouží rostlinám, řasám, 
plísním a některým bakteriím jako centrální bod pro zapojení metabolismu řízeného toku 
redukovaného dusíku několika regulačními mechanismy. Monomer NR je složen 
z přibližně 100 kDa polypeptidu, obsahuje FAD, hemové železo a molybdopterin.70 
 
 
1.5.3 PTIO 
 
2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid (PTIO) působí ve své 
oxidované formě jako donor kyslíku při reakci s NO, který se oxiduje na ekvimolární 
směs dusitanů a dusičnanů. Tato reakce probíhá desetkrát rychleji než reakce NO 
s molekulárním kyslíkem. PTIO také inhibuje vazorelaxaci způsobenou EDRF.71 
Bylo zjištěno, že DP z Clostridia kluyveri je schopná v přítomnosti redukovaných 
koenzymů redukovat PTIO a tím eliminovat efekt jeho působení jako NO „scavengeru“. 
 13 
Redukce PTIO v přítomnosti DP a NAD(P)H byla sledována spektrofotometricky, 
oxidovaná forma PTIO má výrazné absorpční maximum okolo 550 nm. Tato snadná 
redukce a následná eliminace PTIO katalyzovaná DP může ovlivnit jeho univerzální 
použití jako „scavengeru“ NO v biologických tkáních.72 
 
Obr. 1.7 Struktura PTIO59 
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Experimentální podmínky viz Příloha 
2. Výsledky a diskuse 
 
2.1 Přeměna L-NOHA na NO pomocí DP nebo LADh 
 
 L-NOHA byl jako meziprodukt biosyntézy NO v organismech zkoumán jako další 
možný substrát DP a LADh. V reakční směsi nebyl zjištěn téměř žádný nárůst absorbance 
dokazující přítomnost vznikajících dusitanů. L-NOHA nebyl přeměňován pomocí DP ani 
LADh. Mírný nárůst absorbance mohl být způsobený nečistotou HA nebo přítomností 
superoxidového aniontu. 
 
Obr. 2.1 Reakce L-NOHA (10,0 mmol.l-1) s DP (1,7 U.ml-1) nebo LADh (2,9 U.ml-1) 
za přítomnosti NADH (1,0 mmol.l-1) v 0,05 mmol.l-1TRIS-HCl pufru o pH 7,6 při 37°C. 
 
2.2 Vliv vznikajícího superoxidového aniontu na redukci a 
eliminaci NO „scavengeru“ PTIO 
 
 Superoxidový aniont vzniká reakcí DP i LAD s používaným NADH. Tato 
NAD(P)H oxidasová reakce probíhá zároveň se všemi reakcemi těchto enzymů se 
studovanými donory NO. Touto reakcí se snižuje koncentrace NADH v reakční směsi, 
0
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ovšem ne příliš významně, během používaných reakčních dob maximálně o asi 25 %. 
Vznikající superoxid pak může reagovat s testovanými donory NO21 (tyto reakce byly 
studovány již dříve) a dále se přeměňovat na peroxid vodíku. Superoxidový aniont byl 
rozkládán superoxiddismutasou, jeho vliv na reakce PTIO s DP, LADh ani LADi se 
neprojevil žádným snížením absorbance. Přítomnost superoxidového aniontu neměla vliv 
na redukci a eliminaci funkcí PTIO pomocí DP, LADh ani LADi. 
 
Obr. 2.2 Reakce PTIO (0,9 mmol.l-1) s DP (0,016 U.ml-1) za přítomnosti NADH (1,0 
mmol.l-1) a SOD (200 U.ml-1) v 0,05 mmol.l-1TRIS-HCl pufru o pH 7,6  při 37°C. 
 
 
Obr. 2.3 Reakce PTIO (0,9 mmol.l-1) s LADh (0,027 U.ml-1) za přítomnosti NADH (1,0 
mmol.l-1) a SOD (200 U.ml-1) v 0,05 mmol.l-1TRIS-HCl pufru o pH 7,6  při 37°C. 
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Obr. 2.4 Reakce PTIO (0,9 mmol.l-1) s LADi (0,027 U.ml-1) za přítomnosti NADH (1,0 
mmol.l-1) a SOD (200 U.ml-1) v 0,05 mmol.l-1TRIS-HCl pufru o pH 7,6 při 37°C. 
 
2.3 Vliv vznikajícího peroxidu vodíku na reakce DP 
s vybranými donory NO 
 
Peroxid vodíku by dále rozkládán katalasou na vodu a molekulární kyslík. 
Přítomnost katalasy, a tedy odstranění peroxidu vodíku, nemělo vliv na zkoumané reakce. 
Peroxid vodíku se tedy na přeměně SNOG a FAL v reakcích s DP na NO nepodílí. 
 
Obr. 2.5 Reakce SNOG (0,8 mmol.l-1) s DP (1,7 U.ml-1) za přítomnosti NADH (1,0 
mmol.l-1), SOD (200 U.ml-1) a katalasy (300 U.ml-1) v 0,05 mmol.l-1TRIS-HCl pufru o pH 
7,6 při 37°C. 
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Obr. 2.6 Reakce FAL (6,0 mmol.l-1) s DP (1,7 U.ml-1) za přítomnosti NADH (1 mmol.l-1), 
SOD (200 U.ml-1) a katalasy (300 U.ml-1) v 0,05 mmol.l-1TRIS-HCl pufru o pH 7,6 při 
37°C. 
 
2.4 Stanovení dusičnanů vznikajících při následných reakcích 
NO vzniklého z NO donorů 
 
 NO se za experimentálních podmínek nepřeměňuje pouze na dusitany, ale 
zpravidla vzniká i malé množství dusičnanů.1 Stanovením dusitanů a dusičnanů bylo 
zjištěno, že jejich poměr během reakcí katalyzovaných DP i LADh je pro zkoumané 
donory NO různý. Vždy však bylo množství dusitanů větší než dusičnanů. Většinou byl 
tento rozdíl velmi významný.  
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ěr dusitanů a dusičnanů vznikajících při následných reakcích 
.  
 
 19 
3. Závěr 
 
 Cílem této práce bylo rozšířit znalosti o oxidoreduktasách LAD a DP, které jsou 
schopné přeměňovat donory NO a poskytovat tak NO. Byly zkoumány reakce komerčně 
dodávaných enzymů LADh, LADi a DP s vybranými donory NO (GTN, FAL, HA, NP, 
AO a SNOG) a vliv peroxidu vodíku na tyto reakce. Okrajově byl zkoumán i vliv 
superoxidového aniontu na reakce DP s NO „scavengerem“ PTIO. 
 NO se za běžných experimentálních podmínek přeměňuje převážně na dusitany30, 
proto byla úroveň přeměny substrátů posuzována podle zjištěného množství dusitanů. 
Stanovení podle Griesse byla nejvhodnější metoda pro kvantifikaci dusitanů, konečného 
produktu vzniku NO. NO se za experimentálních podmínek nepřeměňuje pouze na 
dusitany, ale zpravidla vzniká i malé množství dusičnanů.1 Stanovením dusitanů a 
dusičnanů bylo zjištěno, že jejich poměr během reakcí katalyzovaných DP i LADh je pro 
zkoumané donory NO různý. Mění se od 52:48 pro reakci LADh s FAL po 91:9  pro 
reakci DP i LADh s NP. Vždy však bylo množství dusitanů větší než dusičnanů. Většinou 
byl tento rozdíl velmi významný (obr. 2.7). 
Z obr. 2.1 je patrné, že L-NOHA, přestože se jedná o meziprodukt biosyntézy NO 
v organismech, nebyl zkoumanými enzymy přeměňován. Mírný nárůst absorbance mohl 
být způsobený nečistotou HA nebo přítomností superoxidového aniontu. Byly tak 
potvrzeny publikované výsledky orientačních pokusů72. 
Superoxidový aniont byl rozkládán superoxiddismutasou, jeho vliv na reakce 
PTIO s DP, LADh ani LADi se neprojevil žádným snížením absorbance (obr. 2.2, 2.3 a 
2.4). Přítomnost superoxidového aniontu neměla vliv na redukci a eliminaci funkcí PTIO 
pomocí DP, LADh ani LADi. 
Superoxidový aniont vzniká reakcí DP i LAD s používaným NADH. Vznikající 
superoxid pak může reagovat s testovanými donory NO21 (tyto reakce byly studovány již 
dříve) a dále se přeměňovat na peroxid vodíku. Proto byl peroxid vodíku rozkládán 
katalasou na vodu a molekulární kyslík. Přítomnost katalasy, a tedy odstranění peroxidu 
vodíku, nemělo vliv na zkoumané reakce. Peroxid vodíku se tedy na přeměně 
studovaných donorů na NO nepodílí (obr. 2.5 a 2.6). 
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